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RESUMO

HARAMI, Talita, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2009.
Influéncia de KIRox1p no metabolismo fermentativo de Kluyveromyces
lactis. Orientadora: Flavia Maria Lopes Passos. Co-orientadores: Luciano
Gomes Fietto e Hilario Cuquetto Mantovani.

Esse trabalho € uma contribuicdo aos estudos sobre a fungdo de KIRox1p no
metabolismo fermentativo de Kluyveromyces lactis. Rox1p é conhecida em
Saccharomyces cerevisiae por reprimir, em aerobiose, genes que s&o
expressos em condicdo limitante de oxigénio. A cinética de crescimento de
linhagens de Kluyveromyces lactis MW270-7B e sua mutante derivativa K.
lactis MW270-7B rox1A foi realizada em meio YNB (Yeast Nitrogen Base)
contendo fontes de carbono fermentaveis (glicose e lactose) ou nao
fermentaveis (glicerol e etanol) para determinar o perfil de crescimento nessas
fontes. Além disso, ambas as linhagens tiveram sua capacidade fermentativa
avaliada na presenca de um inibidor da cadeia transportadora de elétrons,
antimicina A, em meio YPD (extrato de levedura, peptona e glicose). Os
resultados indicaram que a auséncia de KIROX1 nao favoreceu o crescimento
em fontes de carbono fermentaveis, mas favoreceu em fontes de carbono néo
fermentaveis. A maior capacidade fermentativa de K. lactis rox1A foi
confirmada pelo maior rendimento de etanol por biomassa detectada, na
auséncia e presenca de antimicina A (10 e 20 yM). As linhagens mutante rox1
e controle também foram cultivadas em YNB e glicose em regime continuo (D=
0,1h™") sob aerobiose e, em seguida, submetidas & hipoxia por 9 horas.
Amostras foram coletadas a cada 3 horas para analise da expressao de
possiveis genes alvos de KIRox1p, bem como de etanol e da atividade da

alcool desidrogenase (ADH). Para analise da expressao génica, sequéncias de
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reconhecimento por KIRox1p foram pesquisadas in silico nos promotores dos
genes KIAAC3, KICOX5B, KIHEM13, KIHAP1, KIRAG1 e KIADH1 e foram
encontradas divergindo de dois nucleotideos da sequéncia consenso
YYYATTGTTCTC. KIRox1p mostrou ter efeito negativo sobre as expressdes de
KIAAC3 e KIHEM13 em aerobiose, mas nao pareceu atuar sobre KICOX5B. A
concentracdo de etanol, a atividade da ADH e a expressédao de KIADH1
evidenciaram o metabolismo mais fermentativo de K. /actis rox1A tanto em
aerobiose quanto em hipoxia. E, por um mecanismo ainda desconhecido,
KIRox1p atuou sobre as expressdoes de KIHAP1 e KIRAG1. A influéncia de
KIRox1p na expressao de KIADH1, KIRAG1 e KIHAP1, sugere a participacao
de KI/Rox1p no controle de pontos chaves do metabolismo fermentativo:
entrada da glicose, que determina o fluxo para a manutengdo de uma via
fermentativa, bem como na reagao redutiva final, que culmina com a formagao
de etanol. A existéncia de genes que mostraram ser regulados negativamente
por KIRox1p em aerobiose, como KIAAC3 e KIHEM13, indica a existéncia em
K. lactis de mecanismo de regulagédo transcricional por oxigénio que visa
melhor utilizar o oxigénio numa condigao limitante, semelhante a fungao de
Rox1p em Saccharomyces cerevisiae. Esse mecanismo, entretanto, parece
nao estar relacionado apenas com as concentragdes de oxigénio, mas também

com metabolismo de carbono fermentavel ou ndo fermentavel.



ABSTRACT

HARAMI, Talita, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February 20009.
Influence of KIRox1p on fermentative metabolism of Kluyveromyces
lactis. Adviser: Flavia Maria Lopes Passos. Co-advisers: Luciano Gomes Fietto
and Hilario Cuquetto Mantovani.

This work is a contribution to the studies about the role of K/Rox1p in
fermentative metabolism of Kluyveromyces lactis. Rox1p is known in
Saccharomyces cerevisiae by repressing in aerobic conditions genes that are
expressed when oxygen is limited. The kinetics growth of lineages of
Kluyveromyces lactis MW270-7B and its derivative mutant K. lactis MW270-7B
rox1A was carry out on YNB media (Yeast Nitrogen Base) containing
fermentative carbon sources (glucose and lactose) or non fermentative carbon
sources (glycerol and ethanol) to determine the growth profile on this sources.
Besides both yeasts had its fermentative capacity researched in the presence of
an inhibitor of electron chain carrier, antimicin A on YPD (yeast extract, peptone
and glucose). The results indicated that the absence of KIROX1 didn't favor the
growth in fermentative carbon sources, but it favored in non fermentative carbon
sources. The more fermentative capacity of K. lactis rox1A was confirmed for
the higher ethanol yield for biomass detected in the absence and presence of
antimicin A (10 and 20 uM). The lineages rox1 mutant and control were also
cultivated on YNB plus glucose under aerobic continuous culture (D = 0,01 h™)
and later they were submitted to a hypoxic condition for 9 hours. Samples were
collected every 3 hours for analysis of the expression of putative target genes of
KIRox1p as well as analysis of ethanol and of the enzymatic activity of the
alcohol desidrogenase (ADH). For the analysis of gene expression, recognition

sequences for KIRox1p were researched in silico in the promoters of the genes
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KIAAC3, KICOX5B, KIHEM13, KIHAP1, KIRAG1 and KIADH1 and they were
found diverging of two nucleotide of the consensus sequence
YYYATTGTTCTC. KIRox1p showed to have negative effect on expression of
KIAAC3 and KIHEM13, but it didn't seem to act on KICOX5B. The ethanol
concentration, the activity of ADH and the expression of KIADH1 evidenced the
metabolism more fermentative of K. lactis rox1A on aerobic and hypoxic
conditions. And in a way not known, KIRox1p acts on expression of KIHAP1 and
KIRAG1. The influence of KIRox1p on expression of KIADH1, KIRAG1 and
KIHAP1 suggests the participation of KIRox1p in the control of key points of the
fermentative metabolism: entrance of the glucose that determine the flow for the
maintenance of fermentative way, as well as in the reductive reaction end that
culminates with the ethanol production. The existence of genes that showed to
be regulated negatively by KIRox1p in aerobic condition, like KIAAC3 and
KIHEM13, indicates the existence in K. lactis of mechanism of transcriptional
regulation for oxygen that intends to better use the oxygen in a limit condition,
similar to the function of Rox1p in Saccharomyces cerevisiae. However that
mechanism seems not just to be related with the concentrations of oxygen, but
also with the carbon sources used, fermentative sources or non fermentative

sources.
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1. INTRODUGAO

Kluyveromyces lactis € uma levedura comum em leite e derivados sendo
capaz de assimilar lactose como principal fonte de carbono e energia. Essa
propriedade lhe confere um potencial para a fermentagao de lactose presente
no permeado do soro de leite, um residuo gerado nas industrias de laticinios.

Interesses industriais associados a interesses cientificos tém situado K.
lactis como levedura modelo para estudos de fisiologia e regulagcdo da
expressao génica de leveduras “ndo Saccharomyces”.

Saccharomyces cerevisiae e K. lactis sao filogeneticamente préximas,
entretanto, K. lactis possui metabolismo respiro-fermentativo mais dependente
de concentragdes de oxigénio, ndo crescendo em condigbes anodxicas. Ao
contrario, S. cerevisiae exibe metabolismo predominantemente fermentativo em
altas concentragbes de glicose mesmo em aerobiose e ndo é capaz de
assimilar lactose. Diferencas fisiologicas entre S. cerevisiae e K. lactis séo,
provavelmente, devidas as adaptagdes das mesmas em nichos ecoldgicos
especificos, que em parte esta relacionada a evolugao de redes regulatorias
especificas.

A rede regulatoria que responde a concentragdo de oxigénio em S.
cerevisiae envolve o grupo heme, cuja biossintese depende da concentracéo
de oxigénio. Heme é detectado em altas concentragbes em resposta a
presenca de oxigénio no meio. Nessas condigbes aerdbias, heme ativa Hap1p
(Heme Activator Protein), um fator de transcricdo que induz a expressao de
genes que codificam proteinas de fungdo dependente de oxigénio, dentre os
quais o gene ROX1 (Regulation by Oxygen). Rox1p € um repressor de genes
expressos sob hipoxia, isto é, oxigénio limitante, e, reprime a transcrigdo dos

mesmos juntamente com o complexo de repressdo geral Tup1-Ssn6. Em



hipoxia, baixas concentracbes de heme nao ativam Hap1p, que por sua vez
nao induz ROX1, desreprimindo, assim, genes expressos sob hipoxia.

A maioria das proteinas codificadas pelos genes expressos sob hipoxia
em S. cerevisiae nao esta relacionada ao metabolismo fermentativo, mas sim
as funcdes de respiragao, protecao contra o estresse oxidativo, bem como
compreendem enzimas que catalisam reag¢des na via de biossintese de heme,
esterdis e acidos graxos insaturados. Assim, com a desrepressdo dos genes
hipoxicos, a célula aumentaria a eficiéncia de utilizagdo do oxigénio e/ ou
ativaria vias alternativas quando uma condigcédo limitante de oxigénio fosse
estabelecida.

Em geral, existe uma baixa similaridade quando s&o alinhadas as
sequéncias de aminoacidos de fatores de transcricdo de S. cerevisiae com as
de K. lactis, o que pode ser esperado uma vez que os fatores de transcricao
sao alvos susceptiveis das pressdes evolutivas. Entretanto, a conservagao de
alguns motivos justifica a identificacdo de sequéncias putativas que devem
exercer a mesma fungdo do regulador transcricional em organismos
relacionados.

Estudos da funcao de KIHap1p em K. lactis mostraram que a mesma é
expressa em aerobiose, mas tem expressao aumentada em hipoxia e, esta
envolvida na ativagao transcricional do gene KICYC1. Além disso, estudos
verificaram que a repressdo de KI/Hap1p sobre KIRAG1, que codifica o
transportador de glicose de baixa afinidade, influenciou o fluxo glicolitico de
modo que mutantes hap1 apresentaram um metabolismo mais fermentativo.

Estudos conduzidos no Laboratério de Fisiologia de Microrganismos
(BIOAGRO - UFV) com a linhagem K. lactis MW270-7B rox1A::URA3
evidenciaram que a delecdo de KIROX1 levou a uma maior produg¢ao de etanol
em relagdo a selvagem isogénica, numa condicdo de cultura em regime
continuo (D=0,04 h™" e D=0,1 h™') bem como na transicdo de aerobiose para
hipoxia. @ Também foi observado um metabolismo mais fermentativo da
linhagem K. lactis MW270-7B rox1A::KanMX em cultura continua (D= 0,04 h™").

Em uma analise de transcriptoma por microarranjos, observou-se que
niveis de mRNA de KIROX71 nao diminuiram em condicdo hipdxica em
comparacgao a condicao aerdbia, diferentemente do relatado em S.cerevisiae.
Entretanto, o transcrito de KIROX71 nao foi detectado tanto em condicbes

aerobias quanto hipdxicas pela técnica de Northern blot.



O fendtipo de um metabolismo mais fermentativo em K. lactis MW270-
7B rox1A mostra uma ligacdo do fator de transcrigdo KIRox1 com o
metabolismo fermentativo, o que até entdo nao foi comprovado para S.
cerevisiae. Esse fendtipo associado a dados do transcriptoma motivam mais
estudos para o melhor entendimento de KIRox1p em K. lactis.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo estudar a influéncia de
KIRox1p no metabolismo fermentativo de K. lactis por meio do estudo do perfil
de crescimento em fontes de carbono fermentaveis e ndo fermentaveis, bem
como pela avaliagdo da capacidade fermentativa ao inibir a cadeia
transportadora de elétrons. Também foram quantificados os produtos
metabodlicos e realizados ensaios enzimaticos da alcool desidrogenase de
amostras obtidas numa condicdo de transicido aerobiose-hipoxia e, avaliadas

as expressoes de possiveis genes alvos de KIRox1p nessa condigao.



2. REVISAO DE LITERATURA

Os organismos respondem a variagdo da concentragdo de oxigénio
molecular no meio ambiente pela expressédo diferencial de genes do
metabolismo aerdébio versus anaerébio. Em leveduras, 0s genes que
respondem ao oxigénio compreendem aqueles que codificam para fungdes de
respiragao, protecdo contra o estresse oxidativo, bem como para enzimas que
catalisam reagdes na via de biossintese de heme, esterdis e acidos graxos
insaturados (POYTON, 1999).

Genes cuja expressao é regulada pela concentragédo de oxigénio, podem
ser classificados em dois grupos: genes que sao eficientemente transcritos na
presenca de oxigénio; e, genes que sado eficientemente transcritos sob
condicdes limitantes de oxigénio (hipoxia) ou anoxia. Ainda existem diversos
pares de genes em que um dos genes € expresso aerobicamente e, o outro,
sob condi¢des hipoxicas (BURKE et al., 1997; KWATS et al., 1998; POYTON,
1999).

A regulacdo da expressao de genes dependentes de concentragdo de
oxigénio, em leveduras, € bem melhor compreendida em Saccharomyces
cerevisiae e esta correlacionada a regulagdo de genes do metabolismo de
carbono. Entretanto, nessa levedura, a concentragao da fonte de carbono é
muito mais determinante no fluxo glicolitico do que o oxigénio (DE DEKEN,
1966, citado por BAR et al., 2003).

Em S. cerevisiae, heme, além de fazer parte de grupos prostéticos de
varias proteinas e enzimas, ocupa uma funcdo central na regulacao
transcricional dos genes que respondem ao oxigénio. A biossintese de heme
(Figura 1), na mitocdndria, esta correlacionada a via de sinalizacdo pelo
oxigénio de maneira ainda ndo bem esclarecida, entretanto, sabe-se que em
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condicdes de cultivo aerdbio, a concentracdo intracelular de heme é alta, em
contraste ao cultivo anaerdbio, em que a concentracdo de heme é baixa
(ZHANG e HACH, 1999; HON et al., 2003). E sugerido que o nivel de oxigénio
controlaria a taxa de sintese de coproporfirinogénio Il oxidase e
protoporfirinogénio oxidase (codificadas pelo gene HEM13 e HEM14,
respectivamente), ja que estas utilizam oxigénio como substrato na via de
biossintese de heme. Entretanto, ha evidéncias de que a enzima
porfobilinogénio sintase (codificada pelo gene HEM?2) determine a
concentracdo de heme, uma vez que a atividade da enzima é limitante quando
ha alta concentragéo de oxigénio, o que indicaria a existéncia de um sensor de
oxigénio que modularia essa atividade (ZHANG e HACH, 1999).

MITOCONDRIA

Succinil-CoA + Glicina
Protoporfirina IX
Protoporfirinogénio
oxidase (HEM14) |4 ©O2
Protoporfirinogénio IX

Ac:y dminolevulinico (DAL)

Protoporfirinogénio IX

Coproporfirinogénio

Ac. A aminolevulinico (DAL) 11 oxidase (HEM]3) 92

Porfobilinogénio —8 —— Uroporfirinogénio IlI » Coproporfirinogénio I/
Porfobilinogénio
sintase (HEM2)

Figura 1: Via de biossintese de heme em S. cerevisiae. Adaptado de ZHANG e
HACH. (1999).



Heme também regula a atividade de fatores de transcricdo. Uma vez
sintetizado na mitocondria em presenca de oxigénio, heme exerce fungdes na
mitocdndria ou € direcionado para outros compartimentos celulares (Figura 2).
No nucleo, ativa o complexo Hap2/3/4/5, que induz a expressao de alguns
genes expressos em aerobiose dependentes de fontes de carbono néo
fermentaveis (ex: lactato e glicerol); e, ativa, independente de fonte de carbono,
o fator de transcricdo Hap1 (Heme Activator Protein). Hap1p liga-se ao DNA
como um homodimero (ZHANG e HACH, 1999) e induz a maioria dos genes
expressos em aerobiose e alguns dos genes expressos em hipoxia (ZITOMER
e LOWRY, 1992; KWAST et al., 1998).

Entre os genes alvos de Hap1p estdo aqueles relacionados a fungao de
respiragao (ex: CYC1, CYC7 codificam para iso-1-citocromo c e iso-2-citocromo
c, respectivamente), de reparo ao estresse oxidativo (ex: CTT1, codifica para
catalase; YHB1, codifica para flavohemoglobina), de vias de biossintese de
heme (ex: HEM13, codifica para coproporfirinogenio Il oxidase) e de
biossintese de esterol (ex: ERG11, codifica para citocromo P450 lanosterol
14a-demetilase) (ZITOMER e LOWRY, 1992; KWAST et al., 1998). E relatado
também que Hap1p esta envolvida com as vias de sintese de proteinas e de
utilizagao de agucares, provavelmente por mecanismos indiretos causados pela
nao ativacdo dependente de Hap1p de um ou varios repressores. Por exemplo,
Hap1p ativa a transcricdo de Mth1p, um repressor de genes que codificam
transportadores de hexoses (BECERRA et al.,2002).

Além dos genes alvos citados, Hap1p ativa a transcricdo do gene ROX1
(Regulation by Oxygen), que codifica um repressor de genes expressos sob
hipoxia, em condigbes aerobias (KENG, 1992; DECKERT et al, 1995b).
Embora a fungado de Rox1p seja independente de heme, a expressao de ROX1
€ dependente, sendo mediada por heme via Hap1p (KENG, 1992).

A ligacdo de Rox1p a sequéncia alvo ndo é suficiente para causar
repressao dos genes hipoxicos (Tabela 1), sendo necessaria a presenga do
complexo de repressao geral Tup1-Ssn6 (BALASUBRAMANIAN et al., 1993;
DECKERT et al.,, 1995a). Logo, quando a concentracdo de oxigénio € alta,
Rox1p acumula-se na célula e reprime a transcrigdo de genes relacionados a
hipoxia, juntamente com o complexo Tup1-Ssn6. Quando a concentragédo de

oxigénio diminui, a expressdao de ROX7 nao € induzida, Rox1p é rapidamente



degradada (ZITOMER et al., 1997; MENNELLA et al., 2003) e os genes

relacionados a hipoxia sao desreprimidos.

O,

citoplasma

Recrutamento
do complexo de
repressao geral

Tup1-Ssn6

mitocOndria

+ Hap1

Rox1 +

nucleo

Respita¢io(CYCI, CYC7, CYTI)

Controle do estresse oxidativo(C7T77,YHBI1)
Respiragdo (COX5b, CYC?) Biossintese de heme (HEM13)

Biossintese de heme (HEM13) Biossintese de esterol (HMGI1, ERGTI)
Biossintese de esterol (HMGZ, ERGTI)
Biossintese de ac. graxos insat. (OLET)

Figura 2: Modelo de regulacédo em resposta a variagao de oxigénio molecular
que envolve a molécula heme e os fatores de transcricdo Hap1 e Rox1 em S.
cerevisiae. Adaptado de ZHANG e HACH (1999).

Rox1p, em S. cerevisiae, reprime a transcricdo de aproximadamente um
terco dos genes expressos sob hipoxia (KWAST et al., 2002). E uma proteina
que apresenta um dominio de ligacdo especifico ao DNA e esta inserida na
classe SOX de proteinas HMG (DECKERT et al., 1999); Rox1p se liga a
sequéncia consenso que consiste de 12 pb (YYYATTGTTCTC, em que Y é
uma pirimidina) (BALASUBRAMANIAN et al., 1993, DECKERT et al., 1999).
Além do dominio HMG, Rox1p também contém um dominio rico em glutamina
de funcdo desconhecida e, um terceiro dominio de repressao, que medeia a
repressao dos genes expressos sob hipoxia em conjunto com o complexo de
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repressao geral Tup1-Ssn6 (BALASUBRAMANIAN et al., 1993; DECKERT et
al., 1995b; ZITOMER et al.,1997).

A extensao da repressao por Rox1p varia e € alcancada pelas diferentes
afinidades de Rox1p pelas sequéncias de reconhecimento presentes nos
promotores de genes alvos. Entretanto, esse sistema de repressdao também
requer que niveis celulares de Rox1 sejam controlados, o que € alcangado pela
auto-repressdo de Rox1p (DECKERT et al.,, 1995a; ZITOMER et al., 1997).
Além disso, promotores de alguns genes alvos (ex: ANBT) contém sitios de
ligacdo a Mot3p, um repressor geral que aumenta a repressao pelo complexo
Rox1-Tup1-Ssn6 (KASTANIOTIS et al., 2000a)

A maioria dos genes alvos de Rox1p (Tabela 1) codifica para proteinas
que estdo inseridas em vias cujas reagdes tém oxigénio como substrato, tais
como biossintese de heme (HEM13), esteréis (ERG11, HMG2, CPR1), acidos
graxos insaturados (OLE1); além de respiracao (AAC3, COX5b, e CYC?7), fator
de traducdo (ANBT) e fator de transcrigdo (ROX7). Com essa resposta, a
célula aumentaria a eficiéncia de utilizacdo do oxigénio e, ou ativaria vias
alternativas quando houvesse uma condigao limitante de oxigénio (KWAST et
al., 1998, 2002).

Estudos realizados com S. cerevisiae, referentes a regulacdo de genes
que respondem a variagdo de concentragdo de oxigénio, constituem a base
para o entendimento dessa regulagdo em K. lactis.

K. lactis € uma levedura comum em leite e derivados sendo capaz de
assimilar lactose como unica fonte de carbono e energia (WESOLOWSKI-
LOUVEL et al., 1994). Essa propriedade confere a K. lactis um potencial para a
fermentacdo de lactose presente no permeado do soro de queijo, um residuo
gerado nas industrias de laticinios (FLORES et al., 2000; SILVEIRA et al.,
2005).

Interesses industriais associados a interesses cientificos tém situado K.
lactis como levedura modelo para estudos de fisiologia e regulagcdo génica de
leveduras “ndo Saccharomyces” (FUKUHARA, 2006). K. /actis, como a maioria
das leveduras na natureza, apresenta propriedades distintas da convencional e
mais bem estudada levedura S. cerevisiae, que € reconhecida pela alta
capacidade fermentativa, mas ndo € capaz de assimilar lactose
(WESOLOWSKI-LOUVEL et al., 1994).



Tabela 1: Sequéncias de reconhecimento para Rox1p.

Gene Sequéncias de ligagdo a Rox1p Funcgao

HEM13 -476 TCAATTGTTTAG -465 Metabolismo de Heme
-238 TGCTTTGTTCAA -249
-185 CCCATTGTTCTC -174

ERG11 - 358 CCTATTGTGCAT -347 Metabolismo de esterdis
CPR1 -95 TCATTTGTTCCT -84
HMG2 -282 CGCATTGTTTTG -271
-224 CTTATTGTTCTC -235
SUT1 -243 GTTITTGTTCCT -232

-342 AGCTTTGTTCTT -331

OLE1 -272 CCTATTGTTACG -261 Metabolismo de acido

graxo insaturado

COXbb -228 TGTATTGTTCGA -217 Respiragéo
cycr -333 CCTATTGTATTA - 322
AAC3 -197 TTCATTGTTTGG -186

-145 TCCATTGTTCTT -134

ANB1 -316 TCCATTGTTCGT -305 Fator de traducéao
-285 CCTATTGTTCTC -274
-218 TCCATTGTTCTC -207
-197 CTCATTGTTGCT -186

ROX1 -397 CCTATTGTTGCT -386 Fator de transcricao
-364 CGTATTGTCTTG -353
Sequéncia consenso YYYATTGTTCTC

Fonte: Adaptado de KASTANIOTIS et al.(2000b)

S. cerevisiae e K. lactis sao filogeneticamente proximas, entretanto, K.
lactis possui metabolismo respiro-fermentativo mais dependente de
concentracbes de oxigénio, ndo crescendo em condigcbes anoxicas. Ao
contrario, S. cerevisiae exibe metabolismo predominantemente fermentativo em

altas concentracdes de glicose, mesmo em aerobiose (GONZALEZ-SISO et al.,
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2000). Diferencas fisioldgicas entre essas duas leveduras refletem a adaptacéo
das mesmas em nichos ecolégicos especificos, que em parte estdo
relacionadas a evolugao de redes regulatérias especificas (BUSSEREAU et al,,
2006).

De acordo com os trabalhos de Bussereau et al. (2006), o alinhamento
de sequéncias regulatérias de S. cerevisiae com as de K. lactis demostrou que
a grande maioria dos reguladores transcricionais presentes em S. cerevisiae
parece também estar presente em K. lactis. Entretanto, € baixa a similaridade
entre os reguladores, o que pode ser esperado considerando que os fatores de
transcricdo sdo alvos susceptiveis de pressdes evolutivas. A conservagao,
porém, de alguns motivos justifica a identificagdo de sequéncias putativas que
podem exercer a mesma fungcdo do regulador transcricional em organismos
relacionados. Experimentos in vivo sdo necessarios para comprovar as funcoées
exercidas pelos potenciais reguladores de genes.

Lamas-Maceiras et al. (2007), ao estudarem a fungédo de KiHap1p em K.
lactis, caracterizaram o gene KIHAP1 e observaram que sua fungao ndo afetou
o crescimento em meio contendo fontes de carbono fermentaveis (glicose) ou
nao fermentaveis (lactato, glicerol e etanol). Além disso, foi observado que a
expressao transcricional de K/Hap1p é dependente da disponibilidade de
oxigénio e ocorre em aerobiose, mas em hipoxia € aumentada. Quando
analisadas em aerobiose a expressdao de genes relacionados a respiragao
(KIAAC3, KICOX5, KICYC1, KIQCRS), biossintese de ergosterol (KIHMG) e
defesa ao estresse oxidativo (KITSA1, KISODZ2), nao foi notada a ativacao dos
mesmos por KIHap1p, diferentemente do ocorrido para ScHap1p.

Outro estudo referente a Kl/Hap1p realizado por Bao et al. (2008)
confirma o envolvimento de K/Hap1p como ativador transcricional do gene
relacionado a respiracdo KICYC1, em resposta a variagdo de oxigénio
molecular. Nesse mesmo trabalho foi observada maior producédo de etanol em
culturas Klhap1A, dado esse também reportado por Macédo (2005). Essa
maior producao de etanol foi explicada pela acao repressora de KIHap1p, nao
havendo ainda explicagdo se de forma direta ou indireta, sobre o gene que
codifica o transportador de glicose de baixa afinidade, KIRAG1. A combinagao
de uma acgao negativa no fluxo glicolitico, por reduzir a entrada de agucar, com

uma agao positiva na expressao de algum gene relacionado a respiragcao
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maximizaria a via respiratdria, minimizando a fermentacdo em leveduras
aerobio-respiratorias como K. lactis.

Com o intuito de elucidar a fungdo de KIRox1p em K. lactis, Macédo
(2005) identificou uma sequéncia putativa de ROX7 apresentando em sua
regido promotora a sequéncia consenso de seis pares de bases (ATTGTT) e
um possivel sitio de ligacdo a Hap1p (CGGnnnTANCGG). A sequéncia de
aminoacidos apresentou 40% de identidade com a sequéncia de S. cerevisiae
e ainda indicou um dominio HMG situado a partir do residuo 281.

Uma linhagem K. lactis MW270-7B rox1::URA3 foi construida por
Macédo (2005). Analise do metabolismo mostrou ser K. lactis MW270-7B
rox1A mais fermentativa em relacdo a selvagem isogénica numa condi¢cao de
cultivo em regime continuo (0,04 h™), condicdo essa de desrepressdo por
glicose, isto &, que favorece o metabolismo predominantemente oxidativo.
Metabolismo mais fermentativo também foi detectado na transigcdo de
aerobiose para hipoxia para essa mesma linhagem mutante.

Em experimentos semelhantes aos de Macédo (2005), incluindo uma
taxa de diluigdo maior (0,1 h™), foi novamente observado o metabolismo mais
fermentativo da linhagem mutante mencionada, exceto na menor taxa de
diluicdo em condi¢cao aerébia (HARAMI, 2006). Da mesma forma, Colombo
(2008), analisando outra linhagem, K.lactis MW270-7B rox1::KanMX, confirmou
o metabolismo mais fermentativo observado por MACEDO (2005) numa
condigao de regime continuo com baixa taxa de diluigao, 0,04 h'.

MERICO et al. (2007) analisaram a capacidade fermentativa de K. /actis,
crescendo em glicose, sob condi¢gbes aerdbias na presenga de concentragdes
variadas de antimicina A, um inibidor da cadeia transportadora de elétrons
(CTE), na reagao da quinona para citocromo b. Os resultados mostraram que a
dose maxima tolerada de antimicina A em meio YNB (Yeast Nitrogen Base)
sélido foi de 5 uyM (S. cerevisiae foi de 25 yM), sendo observado crescimento
em meio YPD (Yeast Peptone Dextrose) sélido contendo 5 uM de antimicina A.
O bloqueio da CTE por antimicina A em K. lactis MW270-7B rox1A pode
subsidiar a hipotese da maior capacidade fermentativa dessa linhagem em
relacdo a selvagem isogénica.

Considerando que as leveduras respondem a variagcdo de oxigénio
transcrevendo diferencialmente os genes dependentes de oxigénio (POYTON,

1999), estudos com objetivo de quantificar niveis de transcritos nas células
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permitem avaliar as redes génicas relacionadas ao fator de transcricdo KIRox1
putativo regulado pelo oxigénio.

Numa analise de transcriptoma por micorarranjos, Blanco et al. (2007)
observaram que os niveis de mMRNA de KIROX1 putativo ndo diminuiram em
condicao hipoxica, diferentemente do relatado em S. cerevisiae no trabalho de
SERTIL et al. (2003). Entretanto, ndo se detectou o transcrito tanto em
condicdes aerdbias quanto hipdxicas pela técnica de Northern Blot.

O fendtipo de um metabolismo mais fermentativo em K. lactis MW270-
7B rox1A mostra uma ligagdo do fator de transcricdo putativo KIRox1 com o
metabolismo fermentativo, o que até entdo n&o foi comprovado para S.
cerevisiae. Especula-se que ScRox1p tenha uma pequena funcdo na formacéao
de etanol, visto que expressao de ADH1 e ADH5 foram elevados em aerobiose
em cepas S. cerevisiae rox1A crescidas em fonte de carbono galactose
(KWAST et al., 2002).

Esse fendtipo mais fermentativo e dados do transcriptoma motivam mais
estudos para o melhor entendimento de KIRox1p em K. lactis. E, sendo assim,
este trabalho teve como objetivo estudar a influéncia de KI/Rox1p no

metabolismo fermentativo, em condi¢gbes aerdbias e hipdxicas.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Fisiologia de
Microrganismos, no Laboratério de Genética Molecular e de Microrganismos,
ambos do Departamento de Microbiologia; e, no Laboratério de Infectologia
Molecular Animal, do Departamento de Bioquimica. Todos os laborat6rios
estdo instalados no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria
(BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais.

3.1. Microrganismos utilizados

As linhagens de leveduras utilizadas neste trabalho estdo listadas na
Tabela 2. Os estoques foram mantidos a — 80 °C em meio YP (extrato de
levedura 2 % (p/v), peptona 1 % (p/v)) acrescido de glicose 2 % (p/v) e glicerol
40 % (v/v).

Tabela 2: Linhagens de Kluyveromyces lactis utilizadas

Linhagens Genétipo Fonte
MW270-7B MATa uraA1-1, leu2, metA1-1 Wésolowski-Louvel, M.
MW270-7B rox1::KanMX  MATa uraA1-1, leu2, metA1-1 Bao, W.

kirox1::KanMX

13



3.2. Perfil de crescimento de K. lactis MW270-7B e K. lactis rox1A em

fontes de carbono fermentaveis e nao fermentaveis

As linhagens K. lactis MW270-7B e K. lactis rox1A foram cultivadas em
batelada em meio Yeast Nitrogen Base (YNB) 0,67 % (p/v) acrescido das
auxotrofias (metionina 0,002 % (p/v), uracila 0,002 % (p/v), leucina 0,006 %
(p/v)) e 2 % (p/v) da fonte de carbono a ser avaliada, a 30 °C e 200 rpm em
agitador Incubator shaker — series 25D - New Brunswick. O volume de trabalho
foi de 30 mL em frascos de 125 mL e todo experimento foi realizado em
triplicata.

As culturas foram iniciadas com uma absorbancia a 600 nm de 0,15
quando fontes de carbono ndo fermentaveis etanol e glicerol foram usadas;
enquanto, uma absorbancia inicial de 0,1 foi utilizada quando fontes de
carbono fermentaveis glicose e lactose foram testadas.

Amostras da cultura foram coletadas ao longo do tempo para leitura da
densidade O6ptica em espectrofotbmetro a 600 nm e tais leituras foram
convertidas em valores logaritmicos neperianos. A velocidade especifica de
crescimento foi determinada a partir do coeficiente angular do melhor ajuste da
regressao linear dos dados no grafico (Aspo X tempo) referentes a fase de

crescimento exponencial das linhagens.

3.3. Capacidade fermentativa de K. lactis MW270-7B e K. lactis rox1A

As linhagens K. lactis MW270-7B e K. lactis rox1A foram cultivadas a 30
°C, 200 rpm (agitador New Brunswick) em meio YNB 0,67 % acrescido das
auxotrofias (ver item 3.2) e 2 % (p/v) de glicose. As concentragbes de
antimicina A utilizadas foram 0,5 e 10 yM e a cultura foi iniciada com uma
absorbancia a 600 nm de 0,1. O volume de trabalho foi 20 mL em frascos de
100 mL.

Posteriormente, devida a dificuldade de leitura da densidade 6ptica pela
formacdo de aglomerados celulares em meio contendo antimicina A, as
mesmas linhagens foram cultivadas nas mesmas condi¢cdes anteriores, mas
em meio YP acrescido de glicose 2 % (p/v). O volume de trabalho foi de 14 mL
em frascos de 50 mL e todo experimento foi realizado em triplicata.

As concentragbdes de antimicina A utilizadas foram 0, 10 e 20 uM e a
cultura foi iniciada com uma absorbancia a 600 nm de 0,1. Ap6s 24 horas de
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cultivo, o sobrenadante foi coletado para analise de etanol produzido e o
sedimento celular foi coletado, lavado em agua destilada e mantido a 105 °C

até peso constante para determinacédo da biomassa celular seca.

3.4. Expressao génica e metabolismo na transi¢ao aerobiose-hipoxia de
K. lactis MW270-7B e K. lactis rox1A

As linhagens K. lactis MW270-7B e K. lactis rox1A foram cultivadas em
meio YNB 0,67 % e glicose 1,5% (p/v), suplementado com as auxotrofias (ver
item 3.2), bem como ergosterol 10 pg. mL”" e tween 80 0,1% (v/v) para
proporcionar uma condigdo semelhante ao que se é geralmente utilizada para
crescimento anaerobio de S. cerevisiae.

O cultivo foi realizado em regime continuo utilizando-se o biorreator
BioFlolll (New Brunswick, USA). O volume de trabalho foi de 500 mL a uma
temperatura de 30 °C e agitagao de 250 rpm com inje¢ao constante de ar (0,5
vvm) para proporcionar a aerobiose. Uma vez alcangado o estado permanente
numa taxa de diluicdo de 0,1 h™', amostras foram coletadas para a avaliagdo do
tempo zero referente a condigdo aerobia. Posteriormente a coleta, o fluxo da
cultura continua foi desligado, a agitagdo diminuida para 100 rpm e a injegao
de ar foi trocada pela injegdo constante de nitrogénio gasoso ultrapuro a fim de
proporcionar condi¢des de hipoxia. Apos 3, 6 e 9 horas sob hipoxia, amostras
foram coletadas para serem analisadas.

Todas as amostras coletadas foram centrifugadas a 10000 g por 5 min.
O sobrenadante foi estocado a — 20 °C para posterior analise dos substratos e
produtos metabdlitos. O sedimento foi congelado em nitrogénio liquido e
armazenado a — 80 °C para posterior extragdo de RNA total e analise da
expressao por PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase) quantitativo em Tempo

Real, bem como para a atividade enzimatica da alcool desidrogenase.

3.5. Analise do produto metabdlico
O sobrenadante de todas as amostras foi descongelado e centrifugado a
10000 g por 5 min/ 4 °C. A concentracdo de etanol foi determinada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, HPLC, utlizando o detector de indice
de refracdo modelo Hewlett Packard HP 1047A e a coluna Aminex HPX-87H da
Bio-Rad. A temperatura de operacéo foi 60 °C e, o eluente, H,SO4, 0,005 M
15



com fluxo de 0,8 mL.min™". A concentragdo de etanol foi medida mediante a
comparagao com os padroes externos preparados nas concentragoes de 10 a
40 mM.

Para analise do produto metabdlico referente ao experimento de
capacidade fermentativa (item 3.3) e de transicdo aerobiose-hipoxia (item 3.4),
o rendimento de etanol (Y etanoix) foi calculado dividindo-se a concentracao de
etanol produzida pela diferenga da biomassa celular final e biomassa celular
inicial.

Para analise do produto metabdlico referente ao experimento de
condigao aerdbia em cultivo em estado permanente (item 3.4), o rendimento de
etanol foi calculado dividindo-se a concentracdo de etanol produzida pela

biomassa celular.

3.6. Determinagcdo da atividade enzimatica especifica da alcool

desidrogenase

O preparo do extrato celular dos sedimentos celulares coletados nos
tempos 0, 3, 6 e 9 horas foi realizado de acordo com modificagcdes no protocolo
de BELLAVER et al. (2004) e PRIOR et. al. (1996). O sedimento celular
mantido a — 80 °C foi descongelado a 0 °C e ressuspendido em 500 yL de
tampao fosfato de potassio 10 mM pH 7,0 para lavagem, com posterior
centrifugacéo a 5441 g por 3 min. O sedimento foi entdo ressuspendido em 700
ML do mesmo tampéo e, em seguida, foi adicionado aproximadamente 360 mg
de pérolas de vidro, além de MgCl, 2 mM e Ditiotreitol 1 mM.

A lise celular procedeu-se com 1 min sob agitagdo e 1 min a 0 °C, por
cinco vezes. O extrato celular foi coletado apds centrifugagdo 5441 g por 10
min.

O ensaio enzimatico foi realizado segundo BLANDINO et al. (1997)
imediatamente apos o preparo dos extratos celulares.

Para cada tempo de cultivo a ser analisado, foram realizados trés
ensaios simultaneamente, um correspondente ao controle em que nao foi
adicionado o etanol, e dois correspondentes a reacdo completa. A mistura de
reacdo consistiu de tampao Tris-HCI 250 mM pH 8,8; NAD* 0,4 mM e etanol 10
% (v/v). A deteccao de NADH foi obtida a 340 nm, 70 seg, 30 °C, sendo o

coeficiente de extingdo molar do NADH 6,22 L.mmoL™.
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Uma unidade da atividade da alcool desidrogenase foi definida como a
quantidade de enzima requerida para converter 1 pmol de NAD* a NADH por
minuto.

A concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método de
BRADFORD (1976), utilizando-se soro albumina bovina como padréao. Para o
calculo da atividade enzimatica especifica, foram utilizadas as equacgdes

citadas a seguir:

1. dA/ dt (min’") = [taxa] exterimental — [taxa] controle
2. Atividade = 1000 x VT x D x dA/ dt , em que:
exVx CF

VT = volume total na cubeta

D = diluicado do extrato celular
\%

€

volume do extrato celular usado

coeficiente de extingdo molar do NADH
CF = fator de concentracao do extrato celular

3. Atividade especifica = atividade

concentracao de proteinas totais

3.7. Analise da expressao génica

3.7.1. Extracao de RNA total

O RNA total da biomassa obtida de cada amostra foi isolado segundo
SCHMITT et al. (1990), com modificagdes.

O sedimento estocado a — 80 °C foi submetido a centrifugagédo por
12000 g e 4 ° C durante 5 min para retirada do excesso de sobrenadante. O
sedimento de células foi, entdo, ressuspendido em 500 uL de tampao AE
(acetato de sodio 50 mM pH 5,3 e acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 10
mM pH 8,0) e 50 uL de dodecil sulfato de sédio 10 % (p/v)). Um volume de
fenol acido foi adicionado a suspensdo com posterior incubacado a 70 °C por
uma hora e agitagao vigorosa a cada 15 min. Apdés o periodo de incubacgao,
amostras foram colocadas no gelo por 5 min e mantidas a — 20 °C por 10 min,

seguido de posterior centrifugacédo a 12000 g e 4 °C durante 5 min. A fase
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superior foi transferida para um novo microtubo. Em seguida, um volume de
fenol acido foi adicionado com posterior centrifugagcéo a 12000 g e 4 °C durante
5 min. O sobrenadante foi transferido para um outro microtubo e a ele foi
adicionado um volume de cloroférmio seguido pela centrifugacao a 12000 g e 4
°C durante 5 min.

ApOs a etapa de extracdo, o RNA total foi precipitado pela adicdo de 0,1
volume de uma solugao de acetato de sédio 3 M pH 5,2 e de 2,5 volumes de
etanol absoluto. O RNA foi recuperado por centrifugacdo a 12000 g e 4 °C
durante 5 min e posteriormente lavado com 1 mL de etanol 80 %. Uma vez
parcialmente seco, prosseguiu-se a ressuspensao em 30 uL de agua livre de
nucelase.

A integridade do RNA total extraido foi verificada por eletroforese em gel
de agarose 1,2 % em tamp&o TEB (Trizma base 54 g.L”", acido borico 27,5
gL', EDTA 05 M pH 80). As amostras foram quantificadas por
espectrofotdmetria a 260 nm e mantidas a — 80 °C.

Todas as amostras foram tratadas com DNAse RQ171- RNase Free
(Promega) utilizando-se 0.2 U para cada ug de RNA. A enzima foi inativada
com a solugao de parada, a 65 °C por 15 min. Posteriormente, foi realizada
PCR para averiguar a contaminagdo por DNA gendmico utilizando-se o gene
constitutivo KIACT1 de K. lactis como controle, o qual codifica para a actina. O
programa utilizado foi: desnaturagao a 94 °C por 1 min, seguido do numero de
40 ciclos de 94 °C por 1 min, 58 °C por 1 min e 72 °C por 30 seg ; e, uma
extenséo final de 72 °C por 5 min.

3.7.2. Sintese de cDNA
A partir de 1 upg de RNA total previamente tratado com DNAse livre de
RNase, a sintese da primeira fita do cDNA foi realizada de acordo com o

protocolo recomendado pelo fabricante da Improm!l™

Reverse Transcription
System (Promega). A reacao de 20 pL consistiu de 1,0 uyg de RNA total, 0,5 ug
de oligonucleotideos iniciadores aleatérios, mistura de dNTP’s 0,5 mM, MgCl,
6,0 mM, 20 U inibidor recombinante RNAsin ribonuclease, tampao 1x Improm

II, 1 yL transcriptase reversa Improm Il
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Para confirmacdo da sintese de cDNA, Uma PCR foi realizada
utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores do gene constitutivo KIACT1. O
cDNA foi mantido a - 20 °C.

3.7.3. Selecao e desenho de oligonucleotideos iniciadores

Os genes selecionados para analise da expressao por Real Time PCR
compreendem aqueles ortélogos em Saccharomyces cerevisiae. Entre eles
enquadram-se os genes alvos putativos de KIRox1p em K. lactis (fun¢do;ORF):
KIAAC3 (transportador ADP/ATP mitocondrial; KLLAOE12353g), KICOX5B
(possivel citocromo c  oxidase; KLLAOF03641g) e KIHEM13
(coproporfirinogénio oxidase; KLLAOF18546g). Também foi selecionado o gene
KIHAP1 (proteina ativada por heme; KLLAOF22990g), que codifica fator de
transcricdo envolvido na regulagcdo de genes aerdbios, bem como os genes
KIRAG1, que codifica para o transportador de glicose de baixa afinidade (ORF:
KLLAOD13310g) e KIADH1 (ORF: KLLAOF21010g), que codifica para alcool
desidrogenase |. As sequéncias dos genes descritos estdo disponiveis no site

http://www.genolevures.org/klla.html

KIACT1 (codifica para actina) foi utilizado como gene enddgeno ou
referéncia e esta disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ com o numero de
acesso: AJ389081.

Oligonucleotideos iniciadores (Tabela 3) foram desenhados utilizando-se

o programa Primer Express 4.0 (Applied Biossystem). E, uma vez sintetizados,
os oligonucletotideos foram submetidos a PCR para verificar a especificidade

da reacéo.
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Tabela 3 — Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores utilizados neste trabalho

Sequéncia (5’ - 3’)

oligonucleotideo iniciador

KIAAC3

KICOX5B

KIHEM13

KIHAP1

KIRAG1

KIADH1

KIACT1

F: GATGGTGCCTTCGATGCTTT
R: TGTTAGCACCACAACCCTTGA

F: CAAGAAGACCAGTGCACGGTAA
R: TAGCAAAGAGGCAATCAAACCA

F: GAACTTGAGTCCACCTGCTATCAA
R:CACCAGTTGCAGGATCAATAGG

F: CACCTTCTCCAGCGCAGATT
R: TGGAACTGCAGGCACTTTGTC

F: GGTATCGCATGAAGAGGATTTGA
R: TGTATTCCTTTGCTGGCTTTTG

F: TGTCTGTCACACCGATTTGC
R: ACCTTCGTGACCACCAACTAA

F: CCAGAAGCTTTGTTCCATCCA
R: ACCGGACATGACGATGTTACC

F: forward; R: reverse

3.7.4. Analise da regiao promotora

A pesquisa de sequéncias de reconhecimento por KIRox1p dos genes

selecionados no item 3.7.3 foi realizada utilizando-se o programa Regulatory

Sequence Analysis Tools disponivel em http://embnet.ccg.unam.mx/rsa-

tools/index.html. A regido analisada estendeu-se até - 800 pb a partir do cédon

ATG de cada gene, ndo permitindo sobreposi¢cao de ORFs upstream.

3.7.5. Analise da expressao génica por PCR quantitativo em Tempo Real

PCR quantitativo em tempo real foi realizado no equipamento ABI 7500

Real Time PCR Systems (Applied Biosystems) em placas de 96 pogos. Todas

20


http://embnet.ccg.unam.mx/rsa-tools/index.html
http://embnet.ccg.unam.mx/rsa-tools/index.html

as amostras foram avaliadas em ftriplicata. Cada reacéo (11 pL) continha: 7,0
ML Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen), 1 uL Rox
Reference Dye (1:400), oligonucleotideo iniciador forward 0,6 uM,
oligonucleotideo iniciador reverse 0,6 uM e 10 ng de cDNA.

Os parametros do ciclo utilizados foram: 50 °C por 2 min, 95 °C por 2
min, 40 ciclos de 95 °C por 15 seg; 60 °C por 30 seg.

O método utilizado para a analise dos dados foi quantificagao relativa
descrito por PFAFFL (2001). Esse método baseia-se na eficiéncia da PCR (E) ,
bem como no crossing point (CP) de cada transcrito, que é o ponto em que a
fluorescéncia aumenta apreciavelmente acima da fluorescéncia do ruido,
também conhecido como Cycle threshold (Ct).

Para cada oligonucleotideo iniciador, a eficiéncia da PCR (E) de um ciclo
em fase exponencial foi calculada, utilizando-se 20, 10, 5 e 2,5 ng de cDNA
diluido em série, de acordo com a equacao citada a seguir:

E = 10(-1/slope)
A razao da expressao relativa foi calculada de acordo com a seguinte

equacao:

E ACP alvo (controle-amostra)
(Ealvo)

ACP ref (controle — amostra
(E referéncia) ( )-

Em que, Eavo € a eficiéncia da PCR em tempo real do transcrito do gene
alvo; Ereterencia € a eficiéncia da PCR em tempo real do transcrito do gene
KIACT1; ACP4y, € a diferenga do CP controle — CP da amostra do transcrito do
gene alvo; ACP . € a diferenga do CP controle — CP da amostra do transcrito
do gene KIACT1. O controle é interpretado como a amostra calibradora.

Os dados foram dispostos fazendo-se a comparagao da expressao em
aerobiose e hipoxia, fixando como ponto de referéncia o tempo 0 (aerobiose);
e, fazendo-se a comparagéo da expresséo entre a linhagem mutante KIROX1 e
a parental, fixando como ponto de referéncia cada tempo respectivo de uma

cultura para outra.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Perfil de crescimento de K. lactis MW270-7B e K. lactis rox1A em

fontes de carbono fermentaveis e nao fermentaveis

Com o intuito de avaliar o perfil de crescimento de K. lactis MW270-7B e

K. lactis rox1A em fontes de carbono fermentaveis e ndo fermentaveis, as

velocidades especificas de crescimento e a biomassa produzida apos 24 horas

foram determinadas nessas fontes e estao apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Velocidade especifica de crescimento (u) e biomassa (X) atingida

apos 24 horas de cultivo em batelada, em meio YNB adicionado de 2 % de

fontes de carbono fermentaveis glicose ou lactose e ndo fermentaveis, etanol

ou glicerol. Os resultados mostram a média aritmética + desvio padrao.

Fontes de carbono fermentaveis

Glicose Lactose
Célula u(h?) X(g. LY u(h?) X(g. LY
KIMW270-7B 0,261 +0,004° 0,159 + 0,002° 0,348+ 0,003° 0,603 + 0,041°
Kl rox14 0,146 +0,017° 0,123 +0,004° 0,268+ 0,010° 0,541+ 0,008°

Fontes de carbono nao fermentaveis

Glicerol Etanol
Célula u(h?) X (gL u(h?) X(g. LY
KIMW270-7B 0,183 +0,000° 0,183 * 0,009° 0,164 + 0,004° 0,135 + 0,000°
Kl rox14 0,179+ 0,006° 0,658 +0,011° 0,198+ 0,002° 0,215 + 0,000°

Na coluna, médias + desvio padréo elevados pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Duncan (p = 0,05)
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Com a desrepressdo de genes alvos de Rox1p em S. cerevisiae, a
célula tenderia aumentar a eficiéncia de utilizacdo de oxigénio (KWAST et al.,
1998, 2002). Sendo assim, esperar-se-ia um aumento no metabolismo
respiratério com a delecdo de ROX1.

O que se observa em K. lactis é que a delecao de KIROX1, em fontes de
carbono fermentaveis glicose e lactose, tende a favorecer um metabolismo
fermentativo considerando a menor velocidade especifica de crescimento
observada na Tabela 4, que normalmente é acompanhada por uma menor
producao de biomassa uma vez que a fermentagdo gera um menor rendimento
de ATP.

A maior produgdo de biomassa observada em fonte lactose, quando
comparada a fonte glicose, reflete 0 maior poder energético dessa fonte, bem
como a capacidade de K. lactis assimilar lactose como principal fonte de
carbono e energia.

Em fontes de carbono n&do fermentaveis, glicerol e etanol, observa-se
que a delecdo de KIROX1 favoreceu um metabolismo mais oxidativo.

Apesar de nao se ter observado diferenca significativa na velocidade
especifica de crescimento em glicerol, a biomassa produzida apés 24 horas de
cultivo foi 3,6 vezes maior na linhagem mutante. Essa maior diferenca de
biomassa em relacdo a linhagem controle pode ser devido ao estresse
oxidativo que é possivelmente mais bem tolerado pela linhagem mutante.

Em etanol, a velocidade especifica de crescimento da linhagem K. lactis
rox1A bem como a biomassa foram maiores em relagcédo a linhagem controle; o
que sugere uma melhor utilizagado do etanol ou mesmo uma maior tolerancia ao
etanol. Esses mesmos dados também foram observados por Macédo (2005)
para uma linhagem K. lactis MW270-7B rox1::URAS3.

Diante desses dados, observa-se que KI/IRox1p n&o esta apenas
relacionada as variagbes de concentragdo de oxigénio no ambiente, mas
também ao metabolismo de carbono fermentavel ou ndo. De modo que, menor
velocidade especifica de crescimento de K. lactis rox1A em glicose, bem como
menor producdo de biomassa em glicose e lactose, em relacdo a linhagem
selvagem, indicam que auséncia de KIRox1p pode favorecer um metabolismo
fermentativo em fontes fermentaveis; por outro lado, maior produgdo de

biomassa em glicerol e etanol, bem como maior velocidade especifica de
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crescimento em etanol, indicam que a auséncia de KIRox1 favorece a

respiracao nessas fontes nao fermentaveis.

4.2. Capacidade fermentativa de K. lactis MW270-7B e K. lactis rox1A.

Para avaliar a capacidade fermentativa de K. lactis MW270-7B e K. lactis
rox1A, a respiracao foi bloqueada pela adi¢gao de antimicina A.

Em meio YNB, nao foi possivel fazer uma avaliagdo mais quantitativa do
crescimento das células na presenca de antimicina A, uma vez que a adi¢ao da
mesma causou a aglomeracdo das células e interferiu na leitura da
absorbancia. Pode-se apenas observar a diminuicdo do crescimento tanto da
linhagem controle quanto mutante nas duas concentragcbes testadas de
antimicina A (dados nao mostrados). Foi relatado por Merico et al. (2007), o
crescimento de K. lactis em meio YNB solido com até 5 yM de antimicina A,
sendo assim, esperava-se observar maior resisténcia da linhagem mutante a
antimicina A em concentragdes maiores de 5 uM, dada a hipétese da mesma
possuir um metabolismo mais fermentativo.

Merico et al. (2007) sugeriram que a incapacidade de algumas espécies
de leveduras crescerem na presenca de antimicina A é principalmente devido
ao balancgo redox que é dificultado em meio minimo pelo elevada quantidade
de NADH gerada na biossintese de aminoacidos. Para evitar essa
incapacidade, o experimento foi entdo realizado utilizando-se meio YPD e a
quantificacdo da biomassa foi realizada por massa seca para evitar erros na
leitura de absorbancia. Os resultados estdo apresentados na Figura 3.

De acordo com os dados, a maior capacidade fermentativa da linhagem
K. lactis rox1A pode ser observada com e sem adicdo de antimicina.

Na auséncia de antimicina A, a linhagem mutante apresentou um
rendimento de etanol por biomassa (Yetanoix) de 11,6 vezes maior do que o da
linhagem controle.

O cultivo em 10 e 20 uM de antimicina A aumentou a capacidade
fermentativa das duas linhagens, porém, 0 Yeanonx foi significativamente (p >

0,05) 1,29 e 1,19 vezes maior na linhagem mutante.
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Figura 3: Rendimento de etanol por biomassa (Y ectanoix) apOs 24 horas de
cultivo em batelada, das linhagens K. lactis MW270-7B e K. lactis rox1A, em
meio YP e 2% glicose, com antimicina A: 0 uM, 10 yM e 20 uM. As barras em
linha representam o desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra néo
diferem entre si ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Duncan (p =
0,05).

Logo, os maiores valores de Yetanoix Observados na linhagem mutante
rox1A evidenciam a maior capacidade fermentativa da mesma e, assim, a

influéncia de KIRox1p no metabolismo fermentativo.

4.3. Expressao génica e metabolismo durante transicao aerobiose-hipoxia
de K. lactis MW270-7B e K. lactis rox1A

4.3.1. Andlise da regidao promotora

A expressao dos genes KIADH1, KIHAP1, KIRAG1, KIAAC3, KICOX5B
e KIHEM13 durante a transicdo aerobiose-hipoxia foi realizada com base na
possibilidade dos mesmos serem alvos de KI/IRox1p. Essa possibilidade foi
verificada por uma pesquisa in silico pelas sequéncias de reconhecimento por
KIRox1p e esta apresentada na Tabela 5.

As sequéncias de ligacdo a KIRox1p encontradas para os genes em
estudo diferiram em até dois nucleotideos da sequéncia consenso
YYYATTGTTCTC de S. cerevisiae, entretanto, esses dados ndo excluem a

possiblidade de KIRox1p se ligar as mesmas.

25



Tabela 5: Sequéncias putativas de reconhecimento por KIRox1p.

Gene Sequéncias putativas de reconhecimento por KIRox1p Fita
KIAAC3* -150 TTCCTTGTTCTG -139 D
KICOX5B* -183 TTCATGTTTCTC -172 R

-744 TTTCTTGTTCTG -733 R
KIHEM13 -363 TCTATTTCTCTC -352 D
-728 TTTATGATTCTC -717 R
KIADH1 -273 TGTATTTTTCTC -262 D
-583 TTTTTTGTTCTT -718 D
KIHAP1 -773 TCCAGTATTCTC -762 R
KIRAG1 -729 TTTCTTTTTCTC -762 R

*Dados obtidos também por BLANCO et al. (2007); D: fita direta; R: fita reversa; caracteres em

negrito indicam nucleotideos que correspondem a sequéncia consenso YYYATTGTTCTC

4.3.2. Expressao dos possiveis genes alvos de KIRox1p

Para avaliar a expressao de possiveis genes alvos de KIRox1p em K.
lactis, foram selecionados genes ortélogos a AAC3, COX5B e HEM13 de S.
cerevisiae, conhecidos por serem regulados por ScRox1p.

A Figura 4 apresenta a expressao em K. lactis MW270-7B e K. lactis
rox1A dos genes KIAAC3, KICOX5B e KIHEM13 em relagdao ao tempo 0O hora
(aerobiose).

Na linhagem K. lactis MW270-7B, a expressédo dos genes em questao foi
induzida em algum momento da condigdo hipoxica. Esses dados sé&o
semelhantes aos dos respectivos ortélogos AAC3, COX5B e HEM13 em S.
cerevisiae, que sao referidos como genes hipdxicos e tém sua expresséo
elevada em condicdo limitante de oxigénio (KWAST et al., 1998, 2002).
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Figura 4: Expressao relativa ao tempo 0 hora de (A; B) KIAAC3, (C; D)
KICOXS5B e (E; F) KIHEM1 em K. lactis MW270-7B (primeira coluna) e K. lactis

rox1A (segunda coluna). Valores acima da barra indicam a razao da expressao.

Também ¢é descrito na literatura para K. lactis que o gene KIAACS3 foi
expresso em condi¢gdes aerobias e teve aumento na expressdo numa condigao
parcialmente anaerdbia (FONTANESI et al,. 2006). KICOX5B, pela técnica de

microarranjos, foi expresso tanto em condi¢des aerdbias quanto hipdxicas

27



(BLANCO et al., 2007); enquanto KIHEM13 também foi expresso em aerobiose
e induzido em hipoxia (GONZALEZ-DOMINGUEZ et al., 2000).

Portanto, esses dados confirmam a presenca de mecanismos de
regulagdo transcricional por concentragdes de oxigénio em K. lactis e a
dependéncia do tempo na expressdo de determinados genes, o que foi
observado também por Blanco et al. (2007).

A inducdo de genes em hipoxia torna provavel a existéncia de
repressores que atuem em aerobiose e, que numa condig¢ao hipoxica, permitam
a indugao dos mesmos. Considerando os genes em estudo possiveis alvos de
KIRox1p, este se torna um forte candidato para reprimi-los.

A analise da linhagem K. lactis rox1A para a expressao dos genes
KIAAC3, KICOX5B e KIHEM13 vem inferir o papel repressor de KIRox1p uma
vez que a expressao dos mesmos em hipoxia € observada pelo menos em um
dos tempos. E, assim como na linhagem controle, nota-se uma expressao
dependente do tempo visualizada na Figura 4 (segunda coluna).

Entretanto, a comparagdo dos dados da expressdo dos genes na
condigdo aerdbia em relagdo a hipdxica, conforme assumida na Figura 4,
permite apenas mensurar o quanto a expressao foi maior ou menor em relagao
a aerobiose em cada linhagem. Ela ndo permite mensurar o quanto a delegao
de KIROX1 afetou de fato a expressdo. Sendo assim, fez-se necessaria a
comparacao da expressao dos genes KIAAC3, KICOX5B e KIHEM13 da
linhagem mutante em fungdo da linhagem controle. Os dados estédo
apresentados na figura 5.

A partir dos dados de expressdo génica relativa entre a linhagem
mutante e a linhagem controle, observa-se que a auséncia de K/Rox1p
ocasionou maior nivel de transcrito KIAAC3 e KIHEM13, tanto em aerobiose
quanto em hipoxia. Esses dados, juntamente com a indugdo em hipoxia dos
mesmos observada na linhagem controle, indicam que KIRox1p tem um efeito
negativo sobre esses genes. No entanto, KICOX5B n&o pareceu ser
influenciado por KIRox1p, apesar de se ter encontrado sequéncias de

reconhecimento por KIRox1p no seu promotor.
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Figura 5: Expressao relativa K. lactis rox1A/ K. lactis MW270-7B dos genes (A)
KIAACS3, (B) KICOX5B e (C) KIHEM13. Valores acima da barra indicam a razao

da expressao.

Em condigbes limitantes de oxigénio, KIAAC3 e KIHEM13 séao
importantes para a manutencéo do crescimento celular, uma vez que o primeiro
codifica o transportador ADP/ ATP mitocondrial e, o segundo, participa da via
de biossintese de heme. A desrepressdo desses genes por KI/Rox1p,
semelhantemente ao que ocorre em S. cerevisiae, tenderia a aumentar a

utilizagao do oxigénio limitante.
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4.3.3. Metabolismo e expressdao génica da alcool desidrogenase |
(KIADH1)

O ultimo passo da fermentacdo alcodlica é catalisado pela alcool
desidrogenase (ADH) que reduz acetaldeido a etanol. Em cultivo de linhagens
de S. cerevisiae rox1A em galactose como fonte de carbono, ADH1 (codifica
para a principal enzima fermentativa, ADH1p) e ADH5 foram significativamente
expressos em condicdo aerdbia e menos expressos em anaerobiose na
linhagem selvagem, indicando um possivel controle por ScRox1p na produgéo
de etanol (KWAST, 2002).

K. lactis apresenta quatro genes que codificam para ADH. KIADH1p e
KIADH2p sao isoenzimas citoplasmaticas, induzidas por glicose e tém a
principal funcdo na formagédo de etanol, enquanto KIADH3p e KIADH4p séo
mitocondriais (FLORES et al., 2000; ZEEMAN et al., 2000).

A analise do metabolismo por rendimento de etanol por biomassa e pela
atividade da alcool desidrogenase durante a transicdo aerobiose-hipoxia
(Figura 6A e 6B, respectivamente), bem como a analise da expressdo de
KIADH1 (Figuras 6C e 7), visaram verificar a influéncia de K/Rox1p no
metabolismo fermentativo durante essa transicao.

A partir do rendimento de etanol por biomassa (Yetanoix ) apresentado na
Figura 6A, nota-se que em estado permanente aerdbio, a produgao de etanol
foi 1,8 vezes maior na linhagem mutante quando comparada a linhagem
controle. Além disso, um crescente aumento na producdo de etanol pode ser
observado na condicdo hipoxica por ambas as linhagens. Entretanto, foi de
2,45, 2,87 e 3,72 vezes maior nos tempos 3, 6 € 9 horas, respectivamente, pela
linhagem mutante.

Metabolismo mais fermentativo da linhagem K. lactis rox1A, tanto na
condicdo aerdbia quanto hipdxica, pode ser verificado também pelos dados de
atividade enzimatica da ADH apresentados na Figura 4B.

Quando analisadas as atividades ADH das linhagens controle e mutante,
nao se observa um aumento significativo (p = 0,05) na atividade do tempo 0 ao
9, exceto no tempo 3 e 9, respectivamente. Entretanto, quando comparadas as
atividades ADH de ambas as linhagens de uma maneira geral, observa-se uma

maior atividade ADH significativa (p 2 0,05) da linhagem mutante.
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Figura 6: (A) Rendimento de etanol por biomassa (Yewnox )- (B) Atividade
enzimatica da alcool desidrogenase (ADH); barras em linha representam o
desvio padrao; valores acima da barra indicam a média; letras iguais indicam

médias que nao diferem entre si ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de
Duncan (p = 0,05). (C) Expressao relativa K. lactis rox1A/ K. lactis MW270-7B

de KIADH1. Valores acima da barra indicam a razdo da expresséo.
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O maior Yetanoix € @ maior atividade da ADH observados com a delegao
de KIROX1 podem ser confirmados pela maior expressao relativa K. lactis
rox1A/ K. lactis MW270-7B de KIADH1, tanto em aerobiose quanto hipoxia,
observada na figura 6C. A ndo correspondéncia no tempo 9 horas da
expressao relativa com a atividade da ADH pode ser explicada pelo fato da
ultima ser resultante da atividade de um conjunto de KIADHp e, ndo apenas de
KIADH1p.

A expressao relativa ao tempo 0 hora de KIADH1 em K. lactis MW270-
7B e K. lactis rox1A esta apresentada na Figura 7 e mostra que o perfil de
expressao foi semelhante para ambas as linhagens, exceto para uma indugao

em 9 horas para a linhagem controle.

A B
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Figura 7: Expresséo relativa ao tempo 0 hora (aerobiose) de KIADH1 em (A) K.
lactis MW270-7B e (B) K. lactis rox1A. Valores acima da barra indicam a razéo

da expressao.

Os dados de expressédo relativa ao tempo 0 hora de KIADH1 na
linhagem controle e mutante ndo estdo em concordéncia ao observado para o
rendimento de etanol em hipoxia apresentado na Figura 6A. Isso dificulta
avaliar se KIRox1p atua como repressor de KIADH1 sob hipoxia, entretanto, a
maior expressao relativa de KIADH1 na auséncia de KIRox1p como
apresentado na figura 6C mostra que KIRox1p atua de alguma maneira sobre
KIADH1.

Logo, todos esses dados evidenciam a influéncia negativa de KIRox1p

no metabolismo fermentativo. E, uma vez que leveduras K. lactis rox1A tem um
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potencial fermentativo, sugere-se sua aplicagdo na producgéo de etanol a partir

de soro residual da industria de queijo.

4.3.4. Expressao de genes que codificam o fator de transcri¢ao (KIHAP1) e

o transportador de glicose de baixa afinidade (KIRAG1)

Em K. lactis, é relatado que K/Hap1p tem um efeito repressor sobre
KIRAG1 (codifica transportador de glicose de baixa afinidade), o que ocasiona
a diminuigao da fermentacéo e favorece o metabolismo aerdbio-respiratorio de
K. lactis (BAO et al., 2008). Por ndo ser conhecido se esse efeito é direto ou
indireto, pode-se supor que KIRox1p tenha algum envolvimento uma vez que
cepas K. lactis rox1A apresentam metabolismo mais fermentativo. Sendo
assim, a avaliacdo da expressao génica de KIHAP1 e KIRAG1 em K. lactis
rox1A poderia levar a uma maior compreensdo do papel de K/IRox1p no
metabolismo fermentativo.

A Figura 8 apresenta a expressédo dos genes KIRAG1 e KIHAP1 em K.
lactis MW270-7B e K. lactis rox1A em relagéo ao tempo 0 hora (aerobiose).

Analisando a linhagem controle, KIHAP1 teve a expressao induzida em
condigdo hipodxica, dado que também foi observado por BAO et al. (2008).
Nenhum referencial se tem a respeito da expressao de KIRAG1 em aerobiose
e hipoxia, o que é evidenciado na Figura 8C é que sua expressao é diminuida
em condig¢ao hipoxica, possivelmente pelo aumento da expressao de KIHAP1.
O mesmo perfil de expressao de KIHAP1 e KIRAG1 da linhagem controle pode
ser observado para a linhagem mutante, ndo evidenciando assim um efeito de
KIRox1p sobre os mesmos.

Entretanto, ao se avaliar a expresséo relativa da linhagem mutante/
controle, pode-se mensurar o quanto a auséncia de KI/Rox1p afetou a
expressdo de KIHAP1 e KIRAG1. Os dados apresentados na Figura 9
mostram que a delegdo de KIROX7 aumentou os niveis dos transcritos dos
genes KIHAP1 e KIRAG1 em aerobiose e hipoxia, o que indica que KIRox1p

influencia a expressao dos mesmos.
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Como mencionado, KIHAP1 tem um efeito repressor sobre KIRAG1 e, a
expressao relativa entre esses dois genes na linhagem controle e mutante
(Figura 10), separadamente, mostra a expressdo diferencial existente para
cada linhagem e que esta coerente com a regulagédo observada por BAO et al.
(2008).

A K. lactis MW270-7B m KIRAG1/KIHAP1
KIHAP1/KIRAGI
©
= 2,74
i)
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g 20 1,79
e
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$ 0,97 1,03
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Figura 10: Expresséo relativa de KIHAP1 e KIRAG1 nas linhagens (A) K. lactis
MW270-7B e (B) K. lactis rox1A. Valores acima da barra indicam a razéo da

expressao.

KIHAP1 é, de fato, mais expresso na linhagem mutante (Figura 9A),
assim como KIRAG1 (Figura 9B) , porém, quando é feita a relacdo de um gene
em funcédo de outro dentro da mesma linhagem, ele se torna proporcional de
acordo com sua expressao (Figura 10).

A maior expressao de KIRAG1 na linhagem mutante observada justifica

o maior fluxo glicolitico em relacdo a linhagem controle para suportar o
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metabolismo mais fermentativo e, assim, a maior producdo de etanol pela
mesma, bem como uma maior atividade da ADH encontrada.
Logo, todos esses dados indicam que KI/Rox1p esta envolvido de

alguma maneira nessa regulacao, atuando sobre KIHAP1 e KIRAG1.
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5. CONCLUSAO
As conclusdes deste trabalho sao:

e A auséncia de KIROX1 nao favorece o crescimento de K. lactis em
fontes de carbono fermentaveis (glicose ou lactose), mas favorece em fontes

de carbono nao fermentaveis (etanol ou glicerol).

e A linhagem K. lactis MW270-7B rox1A exibe maior capacidade
fermentativa que a linhagem controle K. lactis MW270-7B quando cultivada em
meio YP adicionado de glicose, na auséncia e presenga de 10 e 20 yM de

antimicina A.

e Os genes KIAAC3, KICOX5B, KIHEM13, KIADH1, KIHAP1 e KIRAG1
apresentam na sua regidao promotora a sequéncia consenso YYYATTGTCTC,

diferindo em dois nucleotideos.

e A linhagem K. lactis rox1A, quando cultivada em aerobiose sob
regime continuo (D= 0,1 h™") e, posteriormente imposta a uma condicdo de
hipoxia por 9 horas, apresenta, nas duas condi¢gbes, maior rendimento de
etanol por biomassa, maior atividade de ADH e maior expressao relativa K.
lactis rox1A/ K. lactis MW270-7B de KIADH1 que a linhagem controle cultivada
nas mesmas condi¢gdes; confirmando o metabolismo mais fermentativo da
linhagem mutante e sugerindo sua aplicagao na produgao de etanol a partir de

soro residual da industria de queijo.
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e KIRox1p tem efeito negativo sobre a expressao de KIAAC3 e
KIHEM13.
e Expressao de KICOX5B nao parece ser influenciada por KIRox1p.

e. KIRox1p atua sobre a expressao de KIHAP1 e KIRAG1.

e As maiores expressdes em aerobiose e hipoxia de KIADH1, KIHAP1 e
KIRAG1 na auséncia de KIROX1, sugere a influéncia de KIRox1p no controle
em pontos chaves do metabolismo fermentativo, isto €, na entrada da glicose,
que determina o fluxo que garante a via fermentativa, e na reacado redutiva

final, que culmina com a formacé&o de etanol.

e A existéncia de genes que sao negativamente regulados por KIRox1p
em aerobiose, como KIAAC3 e KIHEM13, indicam a existéncia em K. lactis de
mecanismo de regulagao transcricional por oxigénio que visam melhor utilizar o
oxigénio numa condicdo limitante, semelhante ao papel de ScRox1p. Esse
mecanismo parece nao estar relacionado apenas com as concentracdes de
oxigénio, mas também com metabolismo de carbono fermentavel ou nao

fermentavel.

e Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, o modelo de
regulacdo em K. /actis incluiria o efeito da fonte de carbono, como sugerido na
Figura 11. Nesse modelo, KIRox1p tem sua fungdo exercida numa via
dependente de concentragédo de oxigénio, de modo que a presenga de oxigénio
culmina com a ativacao de K/Hap1p, esta possivelmente ativa a transcricdo de
KIRox1p para que genes como KIAAC3, KIHEM13, KIADH1 e KIRAG1 sejam
reprimidos. O metabolismo de carbono fermentavel ou ndo fermentavel estaria,
de maneira ndo conhecida e dependente ou ndo da concentragdo de oxigénio,

atuando também na regulagao de KIRox1p.
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APENDICE A

Tabela 1A: Média CP * desvio padrao referente a cepa K. lactis MW270-7B.

K. lactis MW270-7B

Média CP * Desvio padrao

Gene Tempo Oh Tempo 3h Tempo 6h Tempo 9h
(aerobiose) (hipoxia) (hipoxia) (hipoxia)
KIACT1 18,21+0,08 19,68+0,08 18,33+0,01 17,36 0,06
KIAAC3 18,06 £ 0,05 19,95+ 0,04 17,74 £ 0,1 16,84 + 0,07
KICOX5B 19,12+0,09 19,12+0,06 20,21+0,08 18,19+0,18
KIHEM13 22,38+0,12 23,27 +0,003 21,66+0,03 19,61 +0,02
KIHAP1 20,08 £+ 0,02 20,18+0,04 19,29+0,02 19,08 £0,12
KIRAG1 19,13+0,08 21,69+0,03 20,16+0,02 19,12+0,05
KIADH1 18,25+0,08 21,87+0,05 20,31+0,05 18,25+0,02
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Tabela 2A: Média CP * desvio padrao referente a cepa K. lactis rox1A.

K. lactis rox1A

Média CP * Desvio padrao

Gene Tempo Oh Tempo 3h Tempo 6h Tempo 9h
(aerobiose) (hipoxia) (hipoxia) (hipoxia)
KIACT1 22,09+0,04 22,45+0,02 23,85+0,01 23,36+0,09
KIAAC3 20,15+ 0,01 20,82+ 0,1 21,44 +£0,09 21,73+0,01
KICOX5B 23,26 £+ 0,01 23,11+0,02 23,45+0,03 23,53+0,18
KIHEM13 2487 +0,12 244+0,09 2486+0,09 2522+0,1
KIHAP1 23,41 +0,07 22,24+0,08 22,62+0,03 23,2+0,01
KIRAG1 20,87 +£0,04 22,17+0,05 23,59+0,03 23,28 +£0,07
KIADH1 21,36 £ 0,05 22,42+0,07 23,77+ 0,06 23,46 +0,03
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APENDICE B
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Figura 1B: Eficiéncia (Eff) dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na

expressao génica por PCR em Tempo Real.
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=
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g
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Log cDNA (ng)

Figura 1B (continuacado): Eficiéncia (Eff) dos oligonucleotideos iniciadores

utilizados na expressao génica por PCR em Tempo Real.

50



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

